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吉非替尼联合氟尿嘧啶对食道癌细胞增殖的抑制作用 

王利平 符鹏程 张华 谢俊涛 

摘要 目的：探讨表皮生长因子抑制剂吉非替尼与氟尿嘧啶单用及联用对食道癌细胞增殖的抑制作 

用。方法：采用 M 盯 方法检测吉非替尼与氟尿嘧啶单用及其合用对食道癌细胞株 Eca一109增殖的抑制作 

用。结果：吉非替尼随着给药浓度的增加和作用时间的延长而抑制作用增加：但是在 48、72 h 80 p,g／mL与 

40 Ixg／mL组问比较抑制率差异无显著性(P>0．05)；氟尿嘧啶对食道癌的抑制作用同一浓度组在不同时间 

抑制率比较差异有显著性(P<O．05)；同一时间不同浓度组抑制率比较差异有显著性(P<0．05)；吉非替尼 

与氟尿嘧啶合用后在 24、48、72 h对食道癌细胞抑制率均显著高于单用吉非替尼及氟尿嘧啶(P<0．05)，合 

用后 48、72 h协同作用q值均 >0．85 结论：吉非替尼与氟尿嘧啶对食道癌细胞抑制作用具有时间浓度依 

赖性．两者合用后作用明显增强、 
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表皮生长因子(EGFR)在原发性食道癌中的 

表达高达 40％～70％；EGFR表达与食道癌患者性 

别 、年龄、病理类型 、淋巴结侵犯程度等具有相关 

性 ：EGFR高表达的患者具有预后较差的趋势 ，因 

此 EGFR对食道癌患者有着重要的生物学意义 ： 

EGFR的磷酸化导致激活了不 同的信号传导通 

路 ，这些与肿瘤的进展和化疗、放疗的抵抗具有相 

关性[2 3 目前阻断 EGFR通路的药物包括细胞膜 

外抗体西妥昔单抗，以及低分子阻断 EGFR酪氨 

酸激酶的抑制剂吉非替尼和厄洛替尼。尽管这些 

抑制剂作为单药治疗食道癌作用有限l4_ ，但是也 

许作为化疗和放疗的增敏剂会使其更加有效 6 。 

已有研究报道了 EGFR抑制剂与放疗合用对食道 

癌抗肿瘤作用具有协同性 。而关于此类药物与化 

疗合用对食道癌的疗效报道甚少，基于此，本文研 

究了吉非替尼与食道癌常用化疗药物氟尿嘧啶合 

用对食道癌细胞 Eca一109的抗肿瘤效应，从而为临 

床提供理论依据。 

1 材料与方法 

1．1 主要试剂 RPMI 1640培养基(Gibco)，小牛 

血清(兰州民海生物工程有限公司)，胰蛋白酶(上 

海化学试剂公司)，EDTA(汕头光华化学厂)，MTT 

(Sigma)，氟尿嘧啶由上海旭东海普药业有限公司 

生产 ，批号：090301，吉非替尼(易瑞沙 )为阿斯利 

康产品，剂型为 250 mg／片，用 DMSO配置为 20 

mg／mL的溶液。置于一20℃的冰箱中保存。用时常 
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温解冻后，用 RPMI 1640稀释至所需浓度 ，并使 

DMSO的最终浓度不超过 0．1％，从而不影响细胞 

生长。 

1．2 主要设备和仪器 超净工作台，Bio．Rad550 

型博赛自动酶标仪(中国郑州赛博公司)，CO 培养 

箱(美国NAPCO)．LXJ一1I离心沉淀机(上海医用分 

析仪器厂)，倒置相差显微镜(日本 OLYMPUS)。 

1．3 细胞培养 人食管癌细胞株 Eea．109，购自中 

国科学院上海细胞生物学研究所，由南方医院肿瘤 

生物实验室惠赠。培养条件：细胞培养于含 10％新 

生小牛血清 、100 U／mL青霉素和 100 txg／mL链霉 

素的RPMI一1640培养液中，置于 37oC、CO2分压为 

5％、湿度 85％的恒温培养箱中培养 ，每 3～4 d传 

代一次，取对数生长期细胞进行实验。 

1．4 M，ITI1法检测吉非替尼对食道癌细胞的杀伤效 

应 取对数生长期 Eca一109细胞 ，调整细胞浓度为 

1×10S／mL，接种于 96孑L培养板 ．置 37℃。5％CO 

培养箱内培养 24 h后，吸去培养液。分为空白对照 

组 、吉非替尼组 、氟尿嘧啶组 、氟尿嘧啶及吉非替 

尼合用组，每组每个浓度 4个复孔。其中空白对照 

组只加入培养液 200 txL；吉非替尼、氟尿嘧啶组加 

入含有不同药物浓度的培养液 200 tzL，使吉非替 

尼终浓度分别 5、10、20、40、80 txg／mL，氟尿嘧啶 

终浓度为 4、8、16、32、64 Ixg／mL；吉非替尼加氟尿 

嘧啶合用组为：5+4、10+8、20+16 p~g／mL。继续 

培养 24、48、72 h后，每孑L加入 MTT 20 L，避光培 

养 4 h后去培养液，每孑L加入 DMSO 150 IxL。于振 

荡器上摇匀后于酶标仪上测 OD 加值，并按照以 

下公式计算细胞抑制率 ，细胞抑制率 =(实验组 

OD 一本底组 OD )／(空 白对照组 OD 一本底组 
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OD ) 以上实验重复 3次。采用协同作用q值判 

断吉非替尼与氟尿嘧啶联用的效果 ，q值的计算公 

式为：q：E ／(EA+EB—EA X E )。式中 E 和 EB为 

各药单用抑制率，E 为两药合用抑制率。q>1．15 

为协 同作用 ，0．85≤ q≤1．15为相加作用 ，q< 

0．85为拈抗作用。 

1．5 统计学处理 实验结果以 ±S表示 ，数据处 

理采用 SPSS13．0统计软件 ，单因素方差分析组问 

比较．方差齐性多重比较均采用 LSD检验，方差不 

齐通过对 数转化 为方差齐性 的检验或 者采用 

Dunnett s T3方法。析因分析用于药物浓度与时间 

对抑制率的交互作用分析，以及不同药物之间的 

交互作用。P<0．05(双侧)表示差异有显著性。 

2 结果 

2．1 单药吉非替尼对食道癌细胞的抑制作用 经 

不同浓度的吉非替尼处理后 ，食道癌细胞的生长 

抑制率随着给药浓度的增加和作用时间的延长而 

提高：但是在 48、72 h 80 txg／mL与40 b~g／mL组问 

比较抑制率差异无显著性(P>0．05)：其余各组在 

不同时间抑制率差异有显著性(P<0．05)：时间与 

浓度问交互作用显著(P<0．05)。见图 1。 

2．2 单药氟尿嘧啶对食道癌细胞的抑制作用 如 

图2所示：经不同浓度的氟尿嘧啶处理后，食道癌 

细胞的生长抑制率随着给药浓度的增加和作用时 

问的延长而提高，具有时间浓度依赖性。同一浓度 

组在不同时间抑制率 比较差异有显著性 (P< 

0．05)：同一时间不同浓度组抑制率比较差异有显 

著性(P<0．05)；且时间与浓度间的交互作用显著 

(F=42．77，P：0．000)。 
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图 1 吉非替尼对 Eca一109抑制率的影响 

图 2 氟尿嘧啶对 Eca．109抑制率的影响 

2．3 吉非替尼与氟尿嘧啶合用对食道癌细胞的 

抑制作用 吉非替尼与氟尿 嘧啶合用后在 24、 

48、72 h对食道癌细胞抑制率均显著高于单用吉 

非替尼及氟尿嘧啶(P<0．05)，合用组 72 h抑制 

率达到最高，三个浓度组合抑制率分别为(35．27+ 

2．36)％，(65．29±0．78)％，(75．14±3．31)％。见 

表 1 

表 1 吉非替尼与氟尿嘧啶对人食道癌的抑制率 贾±S，％ 

注：各时间点比较依次为 24、48、72 h 

2．4 吉非替尼与氟尿嘧啶联合作用的 9值 见表 

2。吉非替尼与氟尿嘧啶合用 24 h未显示相加作 

用 ，而在 48与 72 h各浓度组合均显示出相加作 

用。其中在 48 h吉非替尼 10~g／mL和氟尿嘧啶 

8 Ixg／mL联合用药组 q值最大，为 1．01，72 h有所 

下降为0．92，但仍高于其他两组 q值。 

3 讨论 

在 2002年 ，食道癌已经是第六大肿瘤相关性 
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表 2 吉非替尼与氟尿嘧啶对食道癌纲lj包联合作用的q值 

的死亡原因，而且每年全球仍有 462 000新增病 

例Es J，其 5年生存率低下 20％ 。食道癌的姑息性 

化疗并未显示 优势，EGFR抑制剂在食道癌中的 

使用报道较多，比如西妥两单抗 、吉非替尼 、厄洛 

替尼、曲妥珠单抗等 。目前已有关于将吉非替尼 

作为食道癌患者二线治疗的临床研究，结果证实 

是有效的。 。已经发现 EGFR过度表达影响食道 

癌局部肿瘤进展情况，淋巴结的转移数量，放化疗 

的敏感性 l2 。因此 EGFR抑制剂与化疗或者放疗 

合用可能会更加有效。Taira等i7发现吉非替尼联 

合放疗对食道癌细胞株的抗增殖作用具有协同作 

用，吉非替尼对放疗有增敏作用。那么吉非替尼与 

氟尿嘧啶合用后对食道癌作用是怎样的呢? 

本研究结果显示单州吉非替尼、氟尿嘧啶对 

食道癌细胞均有抑制作用，且具有浓度时间依赖 

性。吉非替尼在到达一定浓度后 ，再提升浓度并没 

有增加对肿瘤细胞的抑制作用，氟尿嘧啶并未m 

现这样的趋势。通过软件计算发现吉非替尼的 Ic 

为 22．14 txg／mL，氟尿嘧啶为 28．02 p~g／mL，我们选 

择 Ic 。值以下的组合为合用组，通过实验发现联 

合用药组对食道癌细胞的抑制率均高于两个单药 

组 ．表明二者联用对细胞的抑制作片J明显强于相 

同剂量的单药。通过计算联合用药后 q值，发现吉 

非替尼与氟尿嘧啶合用后 未Hj现协同作用，表 

现为相加作用 两药合用组往 24 tl并未出现疗效 

明显增加 ，而在 48、72 h均表现为疗效的增力Il。其 

中氟尿嘧啶 8 I~g／mL与古非替尼 10 t~g／mL联合 

用药组，q值在 48、72 h均高于其他合用组，且在 

48 h是 q值达到最大(1．01) 虽然在试验剂量范围 

内，单药组存在药效一剂量依赖性关系 ，但是高浓 

度及低浓度并不是最佳联合剂量浓度，而在两药 

Ic笛值附近的组合为最佳组合。其机制可能与两种 

药物特性有关，吉非替尼将细胞周期阻滞与 Go／G 

期 ，而氟尿嘧啶属于细胞周期特异性药物，主要杀 

灭 s期细胞 ，但它又能以伪代谢物的形式插入 

RNA中影响其功能，因此埘增殖细胞各期都有一 

定的影响。本研究表明在取得相同疗效的前提下， 

联合应用可以减少化疗药物的剂量，并 而可能 

减少其相应的不 良反应。目前有关 EGFR抑制剂 

寒 区堂 占 l 生筮⋯27一鲞箜 塑 
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双侧声带固定患者行气管插管全身麻醉 1例 

患者男 ，30岁 ，体重 60 ，主冈 

活动后气喘伴喉鸣．症状进行性加重 ， 

伴咳痰 2周入院。患者幼时l大】外伤致 

失语 ．能发声，但不能正常语言交流。1 

年前于外 院在区域神经阻滞麻醉下行 

甲状腺肿物切除术．术后未出现声音 

嘶哑及呼吸用难等情况。纤维喉镜检 

查示 ：双侧声带固定．声门裂约 2～3 

mill，其余鼻咽、喉咽组织结构未 异 

常，声门下方未窥及 。颈部 B超示 甲 

状腺多发实性及囊实性结节。外院胸 

片示：双肺未见明显异常 ，气管未见明 

受压及移位。其他实验室检查未见 

明显异常。查体 ，患者静卧时呼吸浅 

快 ，呈 I度呼吸困难 。鼻导管吸氧 2 

L／min．SpO，≥97％．双肺 呼吸音粗．未 

闻及干湿哕音 加大吸入氧流量，嘱患 

者深呼吸 SpO 可达 100％：张口度正 

常 ．Mallampati评分为 I级 ，甲颏距离 

>6 em且颈部活动正常。 

患者需要建立人 气道 ，计划先 

行气管捅管，再做气管切开。患者人手 

术室 后予 面罩 吸氧去 氮 5 lnin，SpO 

达 100％，静脉依次注入芬太尼 5O g， 

丙泊 酚 160 mg，琥珀酰 胆碱 60 mg， 

1 min后 直接 喉镜 检查 ，可 清 晰显 露 

声门 ，声门裂较前 明显增宽 ，选择 ID 

7．0号气管导管 ，导管外壁充分润滑， 

将导管尖端斜面与声门裂长轴平行 ， 

从声门裂正巾插入 ．管壁触及声带可 

推开 ，无明显声带紧张现象 ，导管进入 

气管无阻力 ．插管成功。余麻醉过程顺 
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于丽云 谭刚 张秀华 

利 行甲状腺肿物 切除及气管 切开术， 

病理结果示甲状腺滤泡癌。患者于外 

院行 甲状腺癌根治术，术后呼吸功能 

逐渐恢复，气管造 门也已封闭。但患者 

拒绝冉作喉镜检查 ，故声带运动恢 复 

情况不得而知 

讨论 气 管 开术川 于各种原 

凶引起 的 L呼吸道梗阻致 呼吸 难 

的患者 ，手术时 间约 10 rain 本例患 

者因双侧声带同定致呼口发困难 ．符合 

气管切开术的指 ，但 由于甲状腺结 

节的存在 ，可能导致气管 露困难 ， 

出 fliL多 ，手 术时间 长，患者缺氧的 JxI 

险大，因此计划先试行气管插管 ．再 

做气管切开 

该患者呼吸困难的原因为双侧声 

带 固定致声门狭窄。双侧声带 固定 ，可 

见 于咽喉部结构 异常和喉返神 经麻 

痹 。咽喉部结构异常主要见于双侧勺 

状软骨固定 ，既往长期(>3 d)气管捅 

管 史是 双侧勺状软 骨固定 的常 见原 

因 ，常并发卢门下和 (或 )气管狭窄 

此类声带 同定对肌松剂反应欠佳．往 

往存在插管困难。喉返神经麻痹主要 

由甲状腺手术引起 ，也见于气管插管 、 

恶 性肿 瘤 及 神 经 源性 疾 病 ，部 分病 因 

不明 ，但通常不伴有其他部位狭窄 

喉返神经 麻痹 并不表示 勺状软骨僵 

硬不动，除了双侧喉返神经完全麻痹 

伴双侧或一侧喉上神经完全麻痹时 ． 

可 出现 双侧 或一侧勺状 软骨完全 固 

定 ，其他各种喉神经麻痹 时 ，勺状软 

骨仍可 以微动 ；即使 喉返神经长时间 

麻痹 (>6个 月)，也不会造成环杓关 

节僵硬，而且喉返神经支配达 50％H~， 

声带即可恢复运动．．凶此 ，对于喉返神 

经麻痹引起 的声带周定 ，给予肌松剂 

后可能使喉 内肌松弛 ．声 门部分开放 ． 

便于气管插管。具体钊此患者 ，病史只 

有 2周，且无喉部损伤的病史，其声带 

固定的主要原冈l几丁能是肿瘤浸润或压 

迫双侧喉返 神经 导致的神经麻痹 ，不 

伴有其他日p{喉部结卡勾异常 ，而且患者 

不存在其他困难插管的因素．因此麻 

醉选择静脉快速诱导 ．卣接喉镜明视 

气管插管技术 ． 

捅管全程巾，力争每一少都确保 

患者的安全：麻醉诱导前备好气管切 

开包，要求耳鼻喉科医生在场。诱导时 

充分吸氧去氮，提高患者氧储备。麻醉 

药物选择短效的丙泊酚，肌松剂选择 

／J'~ll量琥珀酰胆碱(1 mg／kg)，这样一 

旦捅管闲难 ．患者可迅速清醒及恢复 

自主呼吸，另外 ，琥珀酰胆碱可使叫喉 

部小肌群最先松弛 ，有助于声带外展。 

选择直接喉镜明 插管 ，一方面是为 

了观察麻醉后声 门开放程度 ，选择合 

适型号气管插管，另一方面直视下插 

管可以调整气管 导管的角度 ，降低损 

伤声带的风险。 纤维支气管镜虽然 

便于观察声门及声门下结构 ，对气道 

的刺激也比直接喉镜小 ，但是导管通 

过狭窄声门时的情况不能监测 ．存在 

声带损伤的风险 ，昕 以不适于声带固 

定 的患 者 。 

双侧声带同定的患者 ，若伴有咽 

喉部结构异常，往往经口气管插管困 

难，需急行气管切开。单纯南双侧喉返 

神经麻痹引起的声带 固定 ，可试行经 

VI气管插管。对于此例患者 ，根据其病 

史 ，麻醉前后声 门情况，以及肿瘤切除 

术后呼口发功能恢复情况，表明声带固 

定的原因主要是肿瘤压迫致喉返神经 

麻痹。采片j快诱 导直接喉镜明视气管 

插管 ，可使声带部分松弛 ．便丁捅管 ． 

降低声带损伤的风险 ．是此类手术麻 

醉的较佳选择 

(收稿：20IO-08一I4 编辑 ：衷 j：) 


